Review of procedures for isolation and purification of cordycepin from the fungus Cordyceps militaris by OBLAK, URBAN
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
DIPLOMSKO DELO 




UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
UNIVERZITETNI ŠTUDIJSKI PROGRAM 1. STOPNJE 
KEMIJSKO INŽENIRSTVO 
 
























Spodaj podpisani Urban Oblak sem avtor diplomskega dela z naslovom: Pregled 




S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 
• je diplomsko/magistrsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod 
mentorstvom prof. dr. Polone Žnidaršič Plazl; 
• sem poskrbel, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem diplomskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
• se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 
• sem poskrbel za slovnično in oblikovno korektnost diplomskega/magistrskega 
dela; 
 









Zahvalil bi se mentorici prof. dr. Poloni Žnidaršič Plazl za mentorstvo izbranega 
diplomskega dela, pomoč pri izdelavi, nasvete in za usmerjanje pri raziskovanju. 
Zahvalil bi se tudi vsem, ki so me podpirali pri pisanju diplomske naloge, še posebej pa  
svoji družini, ki mi je stala ob strani. 
 
 
Pregled postopkov izolacije in čiščenja kordicepina iz glive Cordyceps militaris 
Povzetek: Cordyceps militaris je tradicionalna kitajska medicinska goba. Znana je po 
tem, da vsebuje številne zdravilne učinkovine, med katere spada tudi kordicepin. 
Kordicepin je derivat nukleozida adenozina in ima več zdravilnih sposobnosti. V sklopu 
diplomske naloge je predstavljen literaturni pregled izolacije in čiščenja kordicepina iz 
glive Cordyceps militaris. Opisani so tudi faktorji, ki vplivajo na učinkovitost izolacije in 
čiščenja kordicepina. 
 
Ključne besede: Cordyceps militaris, kordicepin, zaključni procesi 
 
 
Review of procedures for isolation and purification of cordycepin from the fungus 
Cordyceps militaris 
Abstract: Cordyceps militaris is a traditional Chinese medicinal mushroom. It is known 
to contain many active ingredients, including cordycepin. Cordycepine is a derivative of 
the nucleoside adenosine and has many healing properties. As part of the diploma thesis, 
a literature review of the isolation and purification of cordycepin from the fungus 
Cordyceps militaris is presented. Factors influencing the effectiveness of cordycepin 
isolation and purification are also described. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
ADORA adenozinski receptor A (angl. adenosine receptor A) 
AMPK 5' adenozin monofosfat aktivirana proteinska kinaza (angl. 5' adenosine            
  monophosphate-activated protein kinase) 
ATP  adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
BV   volumen sloja (angl. bed volume) 
CCC  protitočna kromatografija (angl. counter-current chromatography) 
Cdkn1 inhibitor od ciklina odvisnih kinaz (angl. Cyclin-dependent kinase- 
  inhibitor 1) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
DR  receptor smrti (angl. death receptor) 
EGRF  epidermalni rastni receptor (angl. epidermal growth factor receptor) 
HEA  N6-(2-hidroksietil)-adenozin (angl. N6-(2-hydroxyethyl)-adenosine) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-performance  
  liquid chromatography) 
HSA  humani serumski albumin (angl. human serum albumin) 
HSCCC hitra protitočna kromatografija (angl. high-speed counter-current  
             chromatography) 
LC/MS tekočinska kromatografija-masna spektrometrija  
MAR   makroporna adsorpcijska smola (angl. macroporous adsorption resin) 
MI  glavna nečistoča (angl. main impurity)  
mRNA informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic acid) 
mTOR mehanična tarča rapamicina (angl. mammalian target of rapamycin) 
mTORC1 mTOR kompleks 1 (angl. mammalian target of rapamycin complex 1)  
mTORC2 mTOR kompleks 2 (angl. mammalian target of rapamycin complex 2) 
NMR  jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
 
 
PAP  fosfataza fosfatidna kislina (angl. phosphatidic acid phosphatase ) 
poli(A)  poliadeninski  
RNA  ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
SBG  pivovarske tropine (angl. spent brewery grains) 
UAE  ultrazvočna ekstrakcija  (angl. ultrasound assisted extraction) 





1.1 Medicinske gobe 
Medicinske gobe imajo že tisočletja pomembno vlogo v tradicionalnih, predvsem azijskih 
medicinah. Zapisi iz obdobja antične Kitajske opisujejo uporabo gob za zdravljenje 
šibkosti, utrujenosti in za bolezni dihal. Prav tako obstajajo arheološke najdbe iz 
prazgodovine, ki potrjujejo pomembno vlogo gob v evropskih, azijskih in ameriških 
civilizacijah. Gobe so v teh kulturah predstavljale vir hrane in zdravil. Imele so 
pomemben pomen v takratnih tradicionalnih medicinah in v verskih obredih, saj so 
nekatere imele tudi psihoaktivne sposobnosti [1]. 
Že več tisoč let je torej znano, da medicinske gobe proizvajajo metabolite, ki imajo 
zdravilne učinke in se uporabljajo za zdravljenje številnih bolezni. Več kot dve tretjini 
vseh rakastih obolenj bi lahko preprečili, če bi medicinske gobe vključili v našo 
vsakodnevno dieto, saj vsebujejo antioksidante. Zato se je v zadnjih desetletjih v iskanju 
novih zdravilnih učinkovin zaradi rezultatov uporabe gob v tradicionalnih medicinah, 
predvsem v Kitajski, pogled znanstvenikov usmeril tudi v medicinske gobe. Vedno več 
raziskav je usmerjenih v preučevanje in pridobivanje zdravilnih učinkovin iz gob, ki jim 
tradicionalna medicina pripisuje terapevtske učinkovine. Rezultati raziskav so že 
pokazali, da imajo medicinske gobe protivirusne, protibakterijske, protirakaste, 
antidiabetične, imunomodulatorne in protitumorne sposobnosti [1]. 
Danes se ocenjuje, da kraljestvo gliv vsebuje okoli 1.500.000 vrst. Glive delimo na prave 
glive (lat. Eumycota) in sluzavke (lat. Myxomycota). Prave glive se delijo na pet razredov, 
med katerimi je najbolj razširjen razred prostotrosnic (lat. Basidiomycetes), med katere 
spadajo tudi gobe. Do danes je bilo odkritih okoli 1.500 vrst gob, med katerimi jih je 
približno 2000 vrst užitnih, okoli 200 vrst gob pa se uporablja v tradicionalnih medicinah. 
Zdravilne gobe, ki so poleg tega tudi užitne vključujejo vrste rodov strnjenk (lat. 
Lentinula), uhljark (lat. Auricularia), bradovcev (lat. Hericium), zraščenk (lat. Grifola), 
panjevk (lat. Flammulina), ostrigarjev (lat. Pleurotus) in drhtavk (lat. Tremella). Med 
medicinske gobe spadajo tudi vrste, ki niso užitne npr. rodova pološčenk (lat. 
Ganoderma) in ploskocevk (lat. Trametes). Večina medicinskih gob je sicer neugodnega 
okusa in se zato uživajo v obliki različnih pripravkov [2].  
 




1.1.1 Bioaktivne spojine v medicinskih gobah 
Polisaharidi predstavljajo glavno skupino bioaktivnih spojin v medicinskih gobah in 
imajo antioksidativne, protirakaste, antidiabetične, protimikrobne in imunomodulatorne 
sposobnosti. Glukanski polisaharidi, še posebej β-glukani, so sposobni vplivati na 
imunski sistem z aktivacijo makrofagov. Biološko aktivni glukani so bili v preteklosti 
ekstrahirani iz trosnjakov in micelijev medicinskih gob, kot so Pholiota nameko, Caripia 
montagnei, Agaricus blazei in Lactarius rufus. Ostali glukani z biološkimi 
sposobnostnimi so bili izolirani iz različnih gob, kot npr. lentinan iz Lentinula edodes, 
pleuran iz Pleurotus ostreatus, ganoderan A in B iz Ganoderma lucidum [3]. 
Terpeni so spojine, ki imajo antioksidante, protirakaste in protivnetne sposobnosti. 
Trosnjak in spore Lingzhi oziroma Reishi gobe (G. lucidum) sta znan vir številnih 
triterpenov, kot so ganoderične kisline, lucidenične kisline in triterpenske kisline 
lanostanskega tipa. Različni steroli in triterpeni, kot npr. inotodiol, trametenolična kislina, 
ergosterol in ergosterol peroksid, so bili izolirani iz Chaga gobe (Inonotus obliquus) [3]. 
Fenolne spojine so znane po antioksidativnih sposobnostih, kot npr. razkrojevanje 
peroksidaz, lahko absorbirajo kisik in inhibirajo proste radikale. Med fenolne spojine 
spadajo fenolne kisline, oksidirani polifenoli, hidroksibenzojske kisline, flavonoidi, 
tanini, hidroksicinaminske kisline, stilbeni in lignani. Veliko različnih fenolnih spojin je 
bilo izoliranih iz gob. Najbolj znani primeri so miricetin izoliran iz Craterellus 
cornucopioides, pirogalol izoliran iz Agaricus bisporus, grifolin in grifolinovi derivati 
ekstrahirani iz Albatrellus ovinus [3]. 
Poleg zgoraj naštetih spojin številne gobe proizvajajo več bioaktivnih proteinov in 
peptidov, kot so lektini, imunomodulatorni proteini,  proteini, ki inaktivirajo ribosome, in 
lakaze. Antivirusni peptid (SU2) je bil izoliran iz Russula paludosa. Antimikotična 
peptida pleuristrin in agrocibin sta bila ekstrhirana iz P. ostreatus in Agrocybe 
cylindracea. Iz Cordyceps militaris in C. sinensis pa je bil izoliran kordimin, ki ima 









1.2 Cordyceps militaris (kokonov glatavec) 
Cordyceps oziroma glatavec je rod parazitskih gliv, ki rastejo na ličinkah členonožcev. 
Prvič je bila gliva tega rodu, Cordyceps sinensis, omenjena v tradicionalni kitajski 
medicini leta 1694. Takrat je poimenovana kot Ben-Cao-Bei-Yao. Danes pa ima na 
kitajskem vzdevek ‘Dong-Chong-Xia-Cao’, ki opisuje njen življenjski krog [4]. Ime 
Cordyceps izvira iz dveh latinskih besed: cord (palica) in ceps (glava). Cordyceps se 
uporablja za zdravljenje v Aziji že več kot 300 let [1, 4]. Pod rod Cordyceps spada več 
kot 400 vrst, ki so razširjene v vlažnih, subtropskih krajih [4]. Danes sta najbolj razširjeni 
in raziskani vrsti rodu Cordyceps: C. militaris in C. sinensis. Obe vrsti vsebujeta podobne 
učinkovine oziroma metabolite. Trosnjaka obeh vrst gob pa vsebujeta drugačne 
metabolite kot micelij [4]. 
Cordyceps militaris je entomopatogena gliva, ki lahko deluje kot parazit insektom in jih 
lahko ubije. Uvrščamo ga v deblo zaprtotrosnic (Ascomycota) in družino Clavicipitacae 
[5]. Ta družina predstavlja monofiletsko skupino vključeno v red Hypocreales. Njegovi 
najpogostejši gostitelji so ličinke (gosenice) in bube metuljev [1]. Cordyceps militaris je 
zelo cenjen v tradicionalni kitajski medicini, kjer mu pripisujejo širok spekter zdravilnih 
učinkov. Cordyceps militaris je znan po tem, da vsebuje veliko farmacevtsko aktivnih 
substanc kot so: kordicepin, adenozin, ergosterol, D-manizol, polisaharidi, manitol, D-
glukan itn. [4, 5]. 
1.2.1 Značilnosti glive  C. militaris 
Trosnjak C. militaris je visok od 20 do 50 mm in ima kijasto obliko (slika 1). Trosnjak 
pravega klobuka nima in je oranžno rdeče barve, ter drobno temnejše pikčast in hrapav 
zaradi ustij peritrecijev, ki so ugreznjeni v stromo [6]. 
Bet glive C. militaris je debel do 4 mm, oranžne barve in brez opaznega prehoda preide 
v trosnjak (zgornji plodni del). Meso gobe pa je brez posebnega okusa in vonja [6]. 
Trosi glive C. militaris so nitasti, veliki 4,5-5×1,5 µm in se takoj razdelijo v paličaste 
sekundarne trose. Mešički (askusi) pa so cevasti in veliki do 300 × 3-5 µm. Trosni prah 
je brezbarven [6]. 
C. militaris raste posamično ali šopasto iz mumificiranih bub metuljev, zakopanih v tleh. 
Raste pozno poleti in jeseni [6]. 
 




1.2.2 Gojenje glive C. militaris 
Cordyceps militaris raste v Severni Ameriki, Evropi in Aziji, v različnih okoljih do 
nadmorske višine 2000 m. Ker za rast potrebuje specifične pogoje, ter velja za razmeroma 
majhno glivo, ga je zelo težko pridobiti v večjih količinah le z nabiranjem v naravi [1].  
Veliko število bioloških funkcij, ki bi bile lahko uporabne v farmaciji, so vzbudile veliko 
zanimanja, kar je pripomoglo k povečanju tržnih vrednosti produktov glive C. militaris. 
Zaradi počasne rasti v naravi, se je pojavila skrb pred čezmernim nabiranjem divje C. 
militaris, kar bi lahko privedlo do izumrtja vrste v našem ekosistemu. Zato so bile 
opravljene raziskave o učinkovitosti posameznih sevov, o cenovno ugodnih gojiščih za 
celične kulture in pogojih gojenja, s katerimi bi lahko povečali biomaso in produktivnost 
gojenja C. militaris [7]. 
Za razliko od C. sinensis je mogoče C. militaris pridobiti veliko preprosteje in ugodneje 
z gojenjem na pripravljenih rastiščih ali v reaktorjih. Za pridobivanje trosnjaka se 
uporablja gojenje na trdnih substratih, za pridobivanje micelijske biomase pa se uporablja 
površinsko in submerzno gojenje [3]. 
 
Micelij glive se goji v oz. na tekočih gojiščih, t.j. s submerzno in površinsko tehniko. 
Submerzno gojenje poteka v bioreaktorju. Micelij se goji aerobno v tekočem gojišču, zato 
se gojišče prezračuje in meša. Ta proces je tudi bolj pogost. Pri površinskem gojenju pa 
poteka rast na površini tekočega gojišča, ki ga lahko med gojenjem večkrat zamenja [3]. 
Slika 1: Cordyceps militaris. [6]. 




Vir ogljika je neposredno povezan z biosintezo številnih metabolitov v celicah gliv. 
Najbolj učinkovit vir ogljika za proizvodnjo kordicepina naj bi bile heksoze, torej 
sladkorji iz šestih ogljikov, kot je glukoza. Glavni razlog tega je razmerje med visokim 
vnosom sladkorja in akumulacijo kordicepina. Disaharidi sladkorji, še posebej saharoza, 
so tudi učinkoviti za proizvodnjo večjih količin kordicepina [7, 8]. Vir dušika je po navadi 
pepton, kvasni ekstrakt, NH4NO3, goveji ekstrakt in NaNO3. V gojišče pa se dodajo tudi 
osnovne mineralne soli, vitamine, hormone itn. [8].              
Trosnjak se pridobiva z gojenjem na trdem gojišču iz organskih substratov. Obstaja še 
gojenje na žuželkah, vendar tak način ni primeren za industrijsko raven. Organski 
substrati temeljijo na ogljikovih hidratih, zato se kot substrati pogosto uporabljajo 
različna žita; kot so koruza, riž in pšenica. Kot dober substrat za proizvodnjo kordicepina 
pa so se izkazale pivovarske tropine (angl. spent brewery grains, SBG) [9]. Kot vir dušika 
se v gojišče pogosto dodajata pepton, izvleček kvasa in kazeinski hidrolizat. Rast 
trosnjakov je počasna, zato se pospeši z dodatkom raznih mineralov, vitaminov in 
hormonov. Na rast prav tako vplivajo pogoji okolja, kot so temperatura, količina svetlobe, 
pH gojišča in vlažnost [3, 10]. 
1.3 Kordicepin 
1.3.1 Opis molekule 
Kordicepin oziroma 3-deoksiadenozin (slika 2) je derivat nukleozida adenozina. 
Nukleozid adenozin je sestavljen iz adenina, ki je z β-N9-glikozidno vezjo spojen z ribozo. 
Adenozin je signalna molekula, ki vpliva na različne tipe celic, tkiv in organov, po 
znotrajceličnih in zunajceličnih signalnih poteh. Svoje učinke izvaja po adenozinskih 
receptorjih A (angl. adenosine receptor A, ADORA), ki so na površini celic po celotnem 
telesu. Adenozinski receptorji sodelujejo v različnih procesih, kot so imunski odziv, 
aktivnost jeter, respiratorna regulacija itn. Kordicepin je adenozinski analog, ki se od 
adenozina razlikuje po odsotnosti hidroksi skupine na mestu 3' na ribozi. Ima veliko 
fizioloških funkcij: ima imunomodulatorne, antioksidativne, protivnetne, proti virusne in 
proti bakterijske lastnosti. Širok spekter domnevnih farmacevtskih sposobnosti 
kordicepina je pritegnil veliko zanimanja, saj bi se lahko uporabil kot novo terapevtsko 
zdravilo za zdravljenje kroničnih bolezni, kot sta diabetes in dislipidemija [4, 11].  




Kordicepin velja za nukleozidni analog, ki lahko sodeluje pri delovanju DNA in RNA 
polimeraz. V notranjosti celice se fosforilira v mono-, di- in tri-fosfat 3-deoksiadenozin. 
Med procesom RNA sinteze (transkripcija), nekateri encimi niso sposobni ločiti med 
adenozinom in kordicepinom, kar povzroči vključitev kordicepina v proces. Kordicepin 
zaradi odsotnosti OH skupine na mestu 3' v ribozi prepreči nadaljnje vstavljanje baz, kar 
inducira prezgodno terminacijo transkripcije. Ta pojav se je pokazal pri kvasovkah in 
sesalcih. Poleg tega lahko kordicepin monofosfat inhibira aktivnost encimov fosforibozil-
pirofosfat amidotransferaz, kar vodi do zaviranja de novo sinteze purina [4, 11].   
1.3.2 Protirakasto delovanje 
Prav tako kordicepin deluje proti raku, kar je povezano s strukturno podobnostjo z 
adenozinom. Prekomerno izražanje encimov, ki proizvajajo adenozin, je namreč 
povezano s progresijo tumorja. Dokazano je bilo, da kordicepin inducira apoptozo več 
rakavih celic s povečanjem izražanja kaspaze-3 in kaspaze-9. Poleg indukcije apoptoze 
pa so bile kordicepinu dokazane tudi sposobnosti preprečevanja širjenja in prekinitve 
celičnega cikla pri celicah pljučnega raka in gliobastoma [4]. 
Apoptotska sposobnost kordicepina je povezana z deregulirano poliadenilacijo. 
Poliadenilacija je kritična za stabilnost mRNA in iniciacijo translacije in poteka s 
cepitvijo pre-mRNA na poli(A) mestu in z dodajanjem poli(A) repa na 3' mesto 
cepljenega produkta. Kordicepin reducira poli(A) repe kot inhibitor poliadenilacije 
občutljivih mRNA, kot je Cdkn1a mRNA, ki je ključni akter pri celični apoptozi. V 
človeških celicah levkemije, kordicepin znižuje aktivnost PAP. To je verjetno povezano 
z redukcijo v poliadenilaciji, še posebej pri genih, ki uravnavajo proces apoptoze [4]. 
Pomembno proti-rakasto sposobnost, ki jo ima kordicepin, posredujejo receptorji na 
površini celice. Tu so pomembne tri vrste receptorjev: ADORA, receptorji smrti (angl. 
Slika 2: Kordicepin. [24]. 




death receptor, DR), in pa epidermalni rastni receptor (angl. epidermal growth factor 
receptor, EGFR), ki je na površini nekaterih rakavih celic. Kordicepin lahko pošlje 
apoptopski signal skozi ADORA v kožnih rakastih celicah in skozi DR v rakastih celicah 
prostate. Ko se kordicepin in vivo pretvori v 5'-trifosfatno obliko, se lahko poteguje za 
enake signalne poti kot ATP. ATP namreč stimulira EGFR z neposredno vezavo. Na drugi 
strani se lahko 5'-trifosfat-kordicepin prilega na mesto vezave ATP-ja in tako blokira 
fosforilacijo EGFR. Ta sposobnost kordicepina in njeni mehanizmi še niso bili v 
popolnosti raziskani in razloženi. Vendar pa veliko nedavnih študij podpira zgoraj 
omenjene procese [4].  
Visok odmerek kordicepina lahko zavira signalno pot mTOR (mehanična tarča 
rapamicina). Slednja je serin/treonin kinaza, ki skrbi za preživetje, rast in proliferacijo 
celic. mTOR je katalitična podenota dveh različnih multiproteinskih kompleksov, 
imenovanih mTOR kompleks 1 (angl. mammalian target of rapamycin complex 1, 
mTORC1) in mTOR kompleks 2 (angl. mammalian target of rapamycin complex 2, 
mTORC2). Ime mTOR izvira iz zdravila rapamicina, saj zdravilo inhibira delovanje 
mTOR. Nekateri inhibitorji mTORa so bili testirani kot zdravilo proti raku, saj zavirajo 
širjenje raka skozi mTOR signalno pot. Raziskave so pokazale, da lahko kordicepin 
aktivira encim AMPK, ki blokira delovanje mTORC1/mTORC2 in tako zavira širjenje in 
rast rakavih celic [11]. 
1.4 Možne tehnike izolacije in čiščenja kordicepina iz glive Cordyceps 
militaris 
Medicinske gobe se v Združenih državah Amerike in v Aziji danes običajno uživajo kot 
prehranska dopolnila. Iz medicinskih gob pripravljajo izvlečke z vročo vodo, nekaterimi 
topili, iz njih izdelujejo koncentrate, raztopine in praške, ki jih polnijo v kapsule ali stiska 
jo v tablete. Taki pripravki vsebujejo različne vrste zdravilnih spojin [2]. 
Za razliko od priprave prehranskih dopolnil iz gob je izolacija le tarčnih spojin, v našem 
primeru kordicepina, veliko kompleksnejša. V zadnjih letih je bilo opravljenih veliko 
raziskav glede ekstrakcije in čiščenja kordicepina iz glive C. militaris. Pri tem je bilo 
odkritih veliko novih metod, s katerimi je mogoče pridobiti zelo čist kordicepin. Te 
metode vključujejo separacijske tehnike, kot so: superkritična tekočinska ekstrakcija 
(angl. supercritical fluid extraction, SFE), hitra protitočna kromatografija (angl. high 
speed counter current chromatography, HSCCC), ciklična kromatografska ekstrakcija 
(angl. cyclic chromatographic extraction, CCE), tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti (angl. high-performance liquid chromatography, HPLC). Problem zgornjih 




metod je, da zahtevajo visoke stroške opreme in obratovanja. Kot manj učinkovite, a 
veliko enostavnejše in cenejše tehnike izolacije kordicepina, so se izkazale kristalizacija, 
ultrazvočna ekstrakcija in pa adsorpcija s kationsko izmenjalno smolo [12]. 
1.4.1 Kristalizacija 
Kristalizacija je proces nastanka in rasti kristalov iz nasičene raztopine, plina ali taline. V 
industriji je najpogostejša kristalizacija iz raztopin. Uporaba kristalizacije v industriji je 
zelo pogosta, saj so kristali po navadi čistejši od raztopine [13]. 
Pred postopkom kristalizacije je potrebno homogeno raztopino prenasičiti. Do tega se 
lahko pride z znižanjem topnosti (sprememba temperature, pH, dodatek netopila) ali pa s 
povečanjem koncentracije (izparevanje topila) spojine, ki jo želimo kristalizirati. 
Kristalna faza nastane zaradi spojitev molekul v prenasičeni homogeni raztopini, česar 
posledica so nastala jedra. Ko jedra dosežejo kritični radij, začnejo rasti v urejeno 
tridimenzionalno strukturo. Nad kritičnim radijem je namreč novonastali kristal 
termodinamsko stabilen, ker postane takrat sprememba proste entalpije sistema 
negativna. To pomeni, da je energijsko bolj udobno nastajanje trdne snovi kot njeno 
raztapljanje. Na mehanizem in hitrost kristalizacije tako vplivajo številni dejavniki: vrsta 
vezi med kristali, termodinamski dejavniki in kinetični dejavniki [13]. 
Po kristalizaciji je treba nastale kristale še izolirati in očistiti. To je možno narediti s 
filtracijo, s filter papirjem in liofilizacijo (sušenje z zmrzovanjem) [14]. 
Liofilizacija je proces odstranjevanja vode iz bioloških snovi, ki bi jih s segrevanjem 
poškodovali. Temelji na odstranjevanju vode s sublimacijo. Vodo se najprej zamrzne, ter 
se zniža tlak in postopoma dodaja dovolj veliko količino toplote, da prihaja do 
sublimacije. Proces je sestavljen iz treh faz, in sicer iz zamrzovanja, primarnega sušenja 
in sekundarnega sušenja. Po koncu liofilizacije je v kristalih do 4 % (koncentracija) vode 
[15]. 
1.4.2 Ultrazvočna ekstrakcija (UAE) 
Ultrazvočna ekstrakcija (angl. ultrasound-assisted extraction, UAE) spada med novejše 
metode in se uporablja za povečanje donosa proizvodnje ter tudi za preprečevanje 
termičnih poškodb. UAE se uporablja za ekstrakcijo naravnih produktov in za izboljšanje 
ekstrakcije topil, predvsem zaradi mehanskih učinkov kolapsa kavitacijskih mehurčkov, 
kar omogoča bolj učinkovito prodiranje topil v rastlinske materiale. Zato je UAE zelo 
učinkovita metoda, ki poleg tega tudi zmanjša porabo časa in topil [16].   




V sonokemiji se uporabljajo nizkofrekvenčni ultrazvoki v razširjenem območju (med 
20kHz in 2 MHz), ki so sposobni spreminjati kemijske in fizikalne lastnosti materiala in 
tako lahko pospešijo ali zaustavijo kemijske procese. Veliko sposobnosti ultrazvoka v 
tekočem topilu pripisujejo kavitaciji. Kavitacija je fizikalen proces, pri katerem se tvorijo, 
rastejo in implodirajo (mikro) mehurčki plinov, raztopljenih v tekočini. V trenutku 
razpada teh mehurčkov v ultrazvočni kopeli pri sobni temperaturi, temperatura in tlak 
znašata do 5000 K in 5000 atm. Tako nastala »žarišča« drastično pospešujejo kemijsko 
reaktivnost topila. Ko mehurčki kolapsirajo na površinah trdnega materiala, se pri tem 
sprostijo veliki sunki energije. Ti sunki energije lahko uničijo celične stene in tako 
omogočijo, da se »vsebina« zelišča (v našem primeru vsebina glive C. militaris) sprosti 
v topilo [17]. 
Cena industrijskih ultrazvočnih reaktorjev znaša med 10.000 evrov (za 5 L šaržno 
delujoče oziroma 5 L/h kontinuirno delujoče reaktorje) in 200.000 evrov (za 1000 L 
šaržno delujoče oziroma 1000 L/h kontinuirno delujoče reaktorje). Cena ultrazvočnih 
reaktorjev v povprečju znaša za 25 % več od cene primerljivih konvencionalnih 
reaktorjev. Vendar pa imajo ultrazvočni reaktorji tudi svoje prednosti. Največja je, da se 
čas procesov zmanjša za faktor med 10 in 100. Poleg tega se poraba energije in 
onesnaženje znižata za faktor 10 glede na procese s konvencionalnim reaktorjem. Procesi 
z ultrazvokom pa imajo tudi nižje proizvodnje in funkcionalne stroške [17]. 
Na uspešnost ultrazvočne ekstrakcije (UAE) vpliva več različnih parametrov. Parametre 
lahko razdelimo v tri skupine, in sicer med fizikalne parametre, parametre topila in 
parametra ekstrahirane snovi. Fizikalni parametri se nanašajo na ultrazvočno napravo. 
Sem spadajo moč in frekvenca ultrazvoka, intenziteta ultrazvoka, oblika in velikost 
ultrazvočnega reaktorja. Med parametre topila spadajo vrsta topila, temperatura topila in 
prisotnost raztopljenih plinov v topilu. Med parametre ekstrahirane snovi pa spadajo 
velikost delcev materiala, razmerje tekoče-trdno, topnost in stabilnost komponente v 
topilu [17]. 
Ekstrakcijski izkoristek kordicepina (mg/g) je enak količini ekstrahiranega kordicepina 
(mg) na gram trosnjaka C. militaris. Izkoristek ekstrakcije (%) = (količina kordicepina v 
ekstraktu / količina kordicepina v masi vzorca) × 100 [16]. 
1.4.3 Adsorpcija 
Adsorpcijska in desorpcijska sposobnost smole sta odvisni od funkcionalnih skupin, 
strukture in polarnosti smole. Kordicepin ima več polarnih funkcionalnih skupin med 
katere spadajo dve hidroksilni (OH) in ena amino (NH2) skupina, štirje dušikovi atomi in 
en kisikov atom v njegovi strukturi. Zato je lahko kordicepin ioniziran do kationa (NH3
+) 




v kislem topilu. Kationska izmenjevalna smola LSD-001 se je izkazala kot dober 
adsorbent kordicepina. Od običajnih kationskih izmenjevalnih smol je primernejša zaradi 
svoje makroporne strukture, ki za razliko od strukture v obliki gela pri običajnih 
kationskih izmenjevalnih smolah, omogoča lažjo adsorpcijo in desorpcijo molekul 
kordicepina. Od običajnih makroporoznih adsorpcijskih smol pa je primernejša, ker 
vsebuje funkcionalno SO3H skupino, ki lahko tvori interakcije s funkcionalno skupino v 
kordicepinu [12]. 
Adsorpcijska kapaciteta smole se izračuna po naslednji enačbi (enačba 1): 
𝑄𝑒 = (𝐶0 − 𝐶𝑒)𝑉0/𝑊         (1) 
Kjer 𝑄𝑒 predstavlja količino adsorbirane snovi, ko se vzpostavi ravnotežje, na 1 g 
adsorbenta; 𝐶0  in 𝐶𝑒 sta začetna in ravnotežna koncentracija raztopine (mg/mL); 𝑉0 je 
začetni volumen (mL) in W je teža suhega adsorbenta (g) [18]. 
Adsorpcijsko razmerje (%) smole pri različnih časih se izračuna z naslednjo enačbo 
(enačba 2): 
𝐸𝑟 = (𝐶0 − 𝐶𝑒)/𝐶0 × 100%      (2) 
Kjer sta 𝐶0 in 𝐶𝑒 začetna in ravnotežna koncentracija raztopine (mg/mL); 𝐸𝑟 pa 
predstavlja adsorpcijsko razmerje (delež, koeficient)(%) [18]. 
Desorpcijsko razmerje (%) se izračuna po naslednji enačbi (enačba 3): 
𝐷𝑟 = 𝐶𝑑𝑉𝑑/[(𝐶0 − 𝐶𝑒)𝑉0] × 100%    (3) 
Kjer 𝑉0, 𝐶0 in 𝐶𝑒 predstavljajo enake količine kot v zgornjih dveh enačbah; 𝐷𝑟 je 
desorpcijsko razmerje (%); 𝐶𝑑 je koncentracija desorbirane raztopine (mg/mL); 𝑉𝑑 pa je 
volumen desorbirane raztopine (mL) [18].  
• Freundlichova in Langmuirjeva izoterma 
Za modeliranje adsorpcijsko ravnotežnih podatkov se najpogosteje uporabljata 
Langmuirjeva in Freundlichova izoterma [12]. 
Langmuirjeva enačba (enačba 4): 
  𝑄𝑒 =
𝑞𝑚𝐶𝑒
𝐾+𝐶𝑒
:     (4) 
Kjer je 𝑞𝑚 empirična konstanta, K je Langmuirjeva konstanta (mg/g), 𝐶𝑒 pa je ravnotežna 
koncentracija kordicepina v raztopini (mg/mL) [12]. 
 




Freundlichova enačba (enačba 5): 
𝑄𝑒 = 𝐾𝐹𝐶𝑒
1
𝑛⁄     (5) 
Kjer je 𝐾𝐹 Freundlichova konstanta, ki je indikator adsorpcijske kapacitete, 1/n je 
empirična konstanta, 𝐶𝑒 pa je ravnotežna koncentracija kordicepina v raztopini (mg/mL) 
[12].      
1.4.4 Preparativna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je tehnika v analizni kemiji, ki se uporablja 
za ločevanja, identifikacijo in za kvantitativno določitev posamezne komponente v 
mešanici. Črpalke omogočajo prenos tekoče mobilne faze pod tlakom, ki vsebuje vzorec 
skozi kolono, napolnjeno s trdno stacionarno fazo. Do separacije prihaja zaradi različnih 
interakcij med analiti v tekoči mobilni fazi s stacionarno fazo. Zadrževanje analitov na 
stacionarni fazi je namreč odvisno od vrste in moči interakcij analitov s stacionarno fazo. 
Različne spojine se zato zadržujejo na stacionarni fazi različno dolgo, zaradi česar prihaja 
do različnih pretokov različnih spojin. To pa omogoča separacijo spojin na iztoku iz 
kolone [19]. 
HPLC se uporablja v proizvodnji (npr. med proizvodnim postopkom farmacevtskih in 
bioloških izdelkov), v raziskavah (npr. ločevanje sestavnih delov kompleksnega 
biološkega vzorca ali podobnih sintetičnih kemikalij drug od drugega) in v medicini (npr. 
odkrivanje ravni vitamina D v krvnem serumu) [19]. 
Tabela 1: Karakteristike preparativne HPLC. [20]. 
Parametri Preparativna HPLC 
Cilj separacije: Pomemben le določen vrh. 
Volumen vzorca: Čim več, dokler ne pride do 
prekrivanja vrhov (>20 µl) 
Notranji premer kolone: >4 mm 
Hitrost toka: 5-5000 ml/min 
Oblika vrha: Ni pomembna, dokler je 
vrh produkta jasen. 
Cena topila: Visoka (želena večkratna 
uporaba). 
 




Preparativna HPLC lahko skrajša proizvodni cikel, ima relativno nizko operativno ceno 
in je preprosta za izvedbo. Zato se pogosto uporablja za čiščenje kemijskih in bioloških 
zdravil, ter industrijsko čiščenje. Preparativna HPLC lahko omogoči čiste vzorce na 
kilogramski skali. Prav tako se v industriji uporablja za izolacijo naravnih produktov [21]. 
1.4.5 Hitra protitočna kromatografija (HSCCC) 
Protitočna kromatografija (angl. counter-current chromatography, CCC) je vrsta 
kromatografije tekoče-tekoče, ki uporablja tekočo stacionarno fazo, imobilizirano s 
centrifugalno silo. Stacionarna faza in mobilna faza se ne smeta mešati. Kot pri klasični 
tekočinski kromatografiji (angl. liquid chromatography, LC), se topljenec porazdeli med 
mobilno in stacionarno fazo in eluira iz kolone v enaki fazi, kot je bil pred ločbo. V koloni 
pa prihaja do dinamičnega mešanja obeh faz [22]. 
Obstaja veliko podobnosti med CCC in LC, namreč obe kromatografski vrsti uporabljata 
injektor, detektor, kolono, črpalko in rekorder. Metodi pa se razlikujeta v načinu 
ločevanja vzorca v koloni. Pri LC separacija vzorca poteka na površini stacionarne faze, 
medtem ko separacija vzorca pri CCC poteka v celotnem volumnu stacionarne faze. Zato 
ima CCC kolona večjo kapaciteto od LC kolone, zaradi česar je CCC metoda ustreznejša 
za separacijo večjih količin vzorca [22]. 
Prednosti CCC kolone glede na LC kolono: 
• Ne prihaja do ireverzibilne adsorpcije vzorca na trdni matriki (trden nosilec), ki 
se uporablja v običajni kromatografski koloni. 
• Lastnost kolone se enostavno spremeni z uporabo različnih topilnih sistemov. 
Zato se lahko s kolono loči širok spekter spojin.  
• Po navadi se uporabljajo kolone za enkratno uporabo, zato je možno injiciranje 
ne predelanih vzorcev.  
• Vzorce z velikim retencijskim časom se lahko regenerira s črpanjem stacionarne 
faze, namesto z eluiranjem z mobilno fazo. 
• Cenejša separacija [22]. 
Slabosti CCC kolone glede na LC kolono: 
• Daljši čas separacije. 
• Težko je najti optimalen sistem topil [22]. 
Obstaja več različnih tipov CCC inštrumentov. Pri kapljični protitočni kromatografiji 
(angl. droplet countercurrent chromatography, DCCC) stacionarno fazo zadržuje sila 
teže. Problemi te tehnike so dolg čas eluiranja, slaba ločljivost in pa omejen izbor topil. 
Veliko bolj uporabne so CCC, ki temeljijo na centrifugalni sili. Na splošno jih delimo na 
hidrostatične in hidrodinamične. Hidrostatični inštrumenti se prodajajo pod imenom 




centrifugalna ločitvena kromatografija (angl. centrifugal partition chromatography, 
CPC), hidrodinamični pa pod kratico HSCCC [22]. 
HSCCC je zelo učinkovita za separacijo naravnih proizvodov, kot so tradicionalna 
kitajska zdravilna zelišča. Stacionarna faza se zadržuje znotraj zvite cevaste kolone zaradi 
centrifugalne sile, medtem ko se mobilna faza pretaka skozi kolono. Proces separacije je 
mogoče opisati v treh stopnjah: mešanje stacionarne in mobilne faze, umirjanje faz in 
separacija faz. Mešanje faz mora biti intenzivno, da se doseže najvišje medfazno območje 
in se tako pospeši prenos snovi. Porazdelitev analita med obe fazi pa opiše distribucijski 
koeficient (KD) [22].  
Najpomembnejši korak pri izvedbi HSCCC je izbira pravega sistema topil, za katerega 
mora veljati, da se mobilna in stacionarna faza ne mešata. Sistem topil se izbere glede na 
naslednja merila: 
• Spojine, ki se jih poskuša ločiti, morajo biti stabilne in topne v sistemu. 
• Za zmanjšanje odpadkov morata imeti obe fazi podoben volumen. 
• Vrednost distribucijskega koeficienta mora znašati med 0,5 in 2.  
• Cena topila [22]. 
 
Dvofazni topilni sistem se izbere glede na ustrezen porazdelitveni koeficient (K) za 
spojino, ki se jo želi ločiti pri separaciji. Enačba za K, je naslednja (enačba 6): 
𝐾 = 𝐴𝑈/𝐴𝐿     (6) 
Kjer 𝐴𝑈 predstavlja količino spojine A, ki se raztopi v zgornji fazi, 𝐴𝐿  pa za količino 
spojine A, ki se raztopi v spodnji fazi [18]. 
Pomembno vlogo pri izbiri topilnega sistema pa ima tudi separacijski faktor (enačba 7): 
α = 𝐾1/𝐾2     (7) 
Separacijski faktor mora biti za uspešno separacijo na koloni višji od 1,5 [18]. 
 
 




2 Namen dela  
Medicinske gobe se danes uporabljajo za izolacijo številnih bioaktivnih spojin za izdelavo 
novih zdravilnih spojin. Zadnje čase je bilo narejenih veliko študij o učinkoviti 
proizvodnji kordicepina s površinsko in submerzno tehniko. Kljub temu pa je bilo 
raziskanih zelo malo metod za separacijo in analizo kordicepina iz tekočih kultur. Namen 
diplomske naloge je bil poiskati metode, s katerimi je mogoča učinkovita separacija 
kordicepina iz glive Cordyceps militaris. Prav tako je bil namen diplomske naloge opisati 
posamezne faktorje, ki so ključni za učinkovitost posamezne separacijske tehnike. Cilj 
diplomske naloge je torej najti ustrezno metodo v literaturi, ki bi omogočila enostavno, 
učinkovito in cenovno ugodno separacijo. Uspešnost separacijske metode sem nameraval 























3 Primeri izolacije in čiščenja kordicepina iz glive Cordyceps 
militaris 
3.1 Izolacija kordicepina s kristalizacijo 
Za proizvodnjo kordicepina so Masuda in sod. [14] površinsko gojili C. militaris v 
tekočem gojišču. Rezultati analize gojišča so pokazali, da se je 99 % proizvedenega 
kordicepina izločilo v tekoče gojišče, v katerem so bile tudi druge komponente (slika 3). 
Pri iskanju optimalnih pogojev kristalizacije kordicepina, so analizirani vplive pH in 
temperature na topnost kordicepina in njegove glavne nečistoče (angl. main impurity, 
MI). 
• Kristalizacija kordicepina  
Liofiliziran filtrat brozge glive C. militaris so raztopili v destilirani vodi, pri tem je nastala 
raztopina kordicepina. Raztopino so filtrirali skozi membranski filter pod znižanim 
tlakom. Supernatant so shranili in ga pustili čez noč v hladilniku. Kristaliziran kordicepin 
so ločili s filtracijo s filter papirjem. Nezaželene spojine so odstranili s spiranjem s toplo 
destilirano vodo. Kristaliziran kordicepin so liofilizirali [14].  
Rezultati HPLC analize filtrata pred in po filtraciji (slika 3) so pokazali, da je čistost 
kordicepina veliko višja po kristalizaciji. Spojina MI (sklepali so, da gre kationski analog 
kordicepina), ki eluira takoj za kordicepinom, je bila po kristalizaciji edina znatna 
nečistoča [14].  
Za zmanjšanje vsebnosti MI v končnem produktu kristalizacije so poiskali optimalne 
pogoje za izvedbo kristalizacije. Pri tem so preučili vpliv pH in temperature na topnost 


















Slika 3: (A) HPLC kromatogram brozge glive C. militaris; (B) HPLC kromatogram 
očiščenega kordicepina; (C) topnostna krivulja kordicepina v odvisnosti od temperature; (D) 
topnostna krivulja kordicepina v odvisnosti od pH; (E) razmerje raztopljene in kristalizirane 
komponente za kordicepin in MI pri različnih pH. [14]. 





V tej študiji so topnost kordicepina v destilirani vodi merili pri različnih temperaturah in 
pri različnih vrednostih pH. pH destilirane vode so uravnavali s HCl in NaOH. Topnost 
kordicepina so merili z vzorcem kordicepina po kristalizaciji in z vzorcem liofiliziranega 
filtrata brozge [14]. 
Topnost kordicepina (slika 3) se je višala z višanjem temperature destilirane vode in je 
bila nizka pri nevtralnih pH. Pri pH vrednostih nižjih od 4 in višjih od 12 pa se je topnost 
znatno povišala. V zelo kislih območjih (pH<4) je topnost višja kot v zelo bazičnih 
območjih (pH>12) [14]. 
• Znižanje vsebnosti MI 
MI je kationski analog kordicepina, kar so dokazali z LC/MS analizo in s tem, ko se je 
adsorbiral na kationski izmenjevalni smoli [14]. 
Glavni razlogi za prisotnost nečistoč v kristalih so: adsorpcija nečistoč na površini 
kristalov in s tem ustavljanje rasti kristalov, vključitev matične lužnice v pore kristala in 
defekti. Umivanje kristalov lahko zniža količino matične lužnice v porah kristalov, 
vendar pa ta postopek ni učinkovit za odstranjevanje adsorbiranih nečistoč [14]. 
Empirično je bilo dokazano (slika 3), da se kordicepin in MI različno dobro raztapljata in 
kristalizirata pri določenih pH. Zato so najprej koncentrirano raztopino kordicepina 
pripravili pri pH 3, kjer je topnost kordicepina zelo visoka. Nato so netopne komponente 
odstranili s centrifugiranjem, čemur sledi povišanje pH. Pri pH 5 se lahko pridobi najvišja 
čistost kordicepina, saj je bila tu topnost MI za razliko od kordicepina veliko višja. Pri 
tem pH se torej kristalizira veliko večji delež kordicepina kot MI-ja [14]. 
• Optimizirana kristalizacija 
Zgornje ugotovitve so želeli implementirati v proces kristalizacije. Optimizirana 
kristalizacija se je tako od zgoraj opisane kristalizacije razlikovala le v začetni fazi, ko 
nastajajo kristali. Izkoristek ekstrakcije se je znatno povečal, ko so netopne spojine 
odstranili s centrifugiranjem namesto z mehanskim filtrom, saj je nezanemarljivo velik 
delež kordicepina pri neoptimizirani kristalizaciji ostal na membranskem filtru [14]. 
Kordicepin so tako raztopili v destilirani vodi s pH 3. Netopne spojine so odstranili s 
centrifugiranjem. Kristalizacija je potekala z mešanjem raztopine kordicepina dve uri v 
hladni vodni kopel s postopnim dodajanjem raztopine NaOH, dokler ni bil dosežen željen 
pH 5. Kristaliziran kordicepin so ločili s filtracijo s filter papirjem. Nezaželene spojine so 
odstranili s spiranjem s toplo destilirano vodo. Kristaliziran kordicepin so liofilizirali 
[14]. 




• Rezultati in zaključek 
Postopek se je izkazal kot preprost in dokaj učinkovit. Izkoristek kristalizacije je znašal 
okoli 90 %. Čistost kordicepina se je pri liofiliziranem filtratu kulture mutanta C. militaris 
G81-3 (gensko spremenjen, da proizvaja večji delež kordicepina) povišala iz 30 % (w/w) 
na 97 %, pri liofiliziranem filtratu naravnega seva C. militaris pa z 8 % na 84 %. Zato 
lahko sklepamo, da uporaba gensko spremenjenih sevov vodi v poenostavitev procesa 








3.2 Ekstrakcija kordicepina z ultrazvokom  
V naslednji študiji so Wang in sod. [16] preučili vpliv različnih faktorjev na uspešnost 
UAE, in sicer: čas ekstrakcije, koncentracija etanola, temperatura ekstrakcije, razmerje 
tekoče-trdno in frekvenca ekstrakcije. Pri tem so si pomagali z ortogonalno oblikovanim 
faktorskim eksperimentom. 
• Potek ekstrakcije: 
Trosnjake C. militaris so zmešali s 60 mL 50 % raztopine etanola. Temu je sledila 
ultrasonifikacija v ultrazvočni kadi, ki je trajala 60 min pri 65 °C. Frekvenca ultrazvoka 
je znašala 56 kHz. Po ekstrakciji so ekstrakt filtrirali skozi membrano ter tako zbrali filtrat 
[16]. 
• Vpliv faktorjev na izkoristek ekstrakcije 
Čas ekstrakcije: 
Izkoristek ekstrakcije (graf 1) se je znatno zvišal v prvih 60 min procesa. V naslednjih 30 
minutah pa se izkoristek skoraj ni spremenil. Daljši čas ekstrakcije torej pozitivno vpliva 
na izkoristek, vendar pa se po nekem času izkoristek preneha višati. Glavni vzrok tega 
pojava je, da pride do nasičenja aktivnih spojin v topilu s povečanjem ekstrakcijskega 
časa in se zato aktivne spojine prenehajo raztapljati. Izgube kordicepina pa se povišajo z 
viskoznostjo ekstrakta, ki se je zvišala pri podaljšanem ekstrakcijskem času. Zato čas 
ekstrakcije ne sme biti daljši od 70 min [16]. 
Graf 1: Izkoristek v odvisnosti od časa ekstrakcije. [16]. 




Koncentracija etanola:  
Najpomembnejša lastnost pri izbiri topila je topnost tarčnega analita. Pomembne pa so 
tudi fizikalne lastnosti topila, kot so viskoznost, površinska napetost in pa parni tlak [17]. 
Zelo primerna ekstrakcijska topila za separacijo kordicepina, so glede na znane podatke, 
metanol, etanol in voda. Izmed teh treh topil so kot topilo izbrali etanol, saj se je izkazal 
kot najbolj varen in učinkovit [16]. 
Izkoristek ekstrakcije (graf 2) se je povišal, ko se je koncentracija etanola zvišala iz 0 % 
na 60 % (v/v) in znižal, ko je koncentracija etanola znašala več kot 70 % (v/v). Največji 
izkoristek ekstrakcije se torej doseže s 60-% raztopino etanola v vodi [16]. 
Temperatura ekstrakcije: 
Izkoristek ekstrakcije (graf 3) se je povišal, ko se je temperatura zvišala iz 30 °C na 60 °C, 
medtem ko se je znižal, ko je bila temperatura višja od 70 °C. Temperatura znatno vpliva 
na izkoristek ekstrakcije biološko aktivnih spojin. Povišanje temperature ekstrakcijske 
raztopine lahko poviša difuzijo topila v celice, izboljša desorpcijo in topnost tarčnih 
spojin iz celic. Rezultat tega je boljše raztapljanje komponent. Če pa ekstrakcijska 
temperatura preseže neko vrednost (60 °C do 70 °C), pa se začne izkoristek ekstrakcije 
nižati. Glavna razloga tega sta zmanjšanje števila kavitacijskih mehurčkov, ki nastanejo 
zaradi akustične kavitacije ultrazvoka in pa termični razpad kordicepina [16, 17]. 
Graf 2: Izkoristek v odvisnosti s koncentracijo etanola. [16]. 




Poleg tega višja ekstrakcijska temperatura povzroči pospešeno hlapljenje topila, zviša 
energijske stroške in izboljša ekstrakcijo nečistoč [17]. 
Razmerje tekoče-trdo: 
Na splošno se tarčne spojine bolje raztopijo v velikem volumnu topila, kar povzroči 
izboljšanje ekstrakcijskega izkoristka [17]. 
Izkoristek (graf 4) se je znatno povišal, ko se je razmerje tekoče-trdo zvišalo iz 5 na 20 
mL/g. Nad tem razmerjem pa se izkoristek ne zviša več. Zato je razmerje 20 mL/g najbolj 
primerno za ekstrakcijo [16]. 
Graf 3: Izkoristek v odvisnosti s temperaturo. [16]. 
Graf 4: Izkoristek v odvisnosti z razmerjem tekoče-trdo. [16]. 





Najvišji izkoristek ekstrakcije (graf 5) je bil dosežen, ko je frekvenca ultrazvoka znašala 
56 kHz. Nad to vrednostjo se je začel izkoristek nižati. Verjeten razlog tega je, da se pri 
višjih frekvencah težje inducira kavitacijo [16]. 
Ortogonalno oblikovani faktorski eksperiment: 
Ortogonalni test za UAE je bil načrtovan glede na rezultate prej omenjenih eno faktorskih 
poskusov. Izbrani so bili 4 faktorji (čas ekstrakcije, koncentracija etanola, temperatura 
ekstrakcije in frekvenca ultrazvoka) za optimiziranje. Vsem faktorjem so bile dodeljene 
štiri ravni. Tako je bilo za ortogonalno oblikovani eksperiment potrebno le 16 posameznih 
poskusov, medtem ko bi pri enakih pogojih za polni faktorsko oblikovani eksperiment, 
potrebovali 256 posameznih poskusov [16]. 
Rezultati različnih analiz so pokazali, da je bil vpliv različnih faktorjev na izkoristek 
ekstrakcije različno velik. Vrstni red faktorjev po pomembnosti je bil: ekstrakcijski čas > 
koncentracija etanola > temperatura ekstrakcije > frekvenca. Faktorja ekstrakcijski čas in 
koncentracija etanola sta imela znaten vpliv na izkoristek, medtem ko vpliv frekvence in 






Graf 5: Izkoristek v odvisnosti s frekvenco ultrazvoka. [16]. 





Rezultati eksperimenta so pokazali, da so optimalni pogoji ekstrakcije naslednji: 
ekstrakcijski čas 60 min, koncentracija etanola 50 %, temperatura ekstrakcije 65 °C in 
frekvenca ultrazvoka 56 kHz. Pri teh pogojih je izkoristek ekstrakcije znašal 87 % (7 
mg/g) [16]. 
HPLC analiza filtrata je pokazala visok izkoristek ekstrakcije. UAE pa za razliko od 
običajnih ekstrakcijskih tehnik s podobnim izkoristkom ekstrakcije, porabi manj časa, 
energije in topila. Glavni razlog tega je, da celice glive C. militaris razpadejo zaradi 










3.3 Izolacija kordicepina s kationsko izmenjevalno smolo 
V naslednji študiji so Li in sod. [12] odkrili, da ima kationska izmenjevalna smola LSD-
001, ki vsebuje kationsko izmenjevalno skupino SO3H in makroporno strukturo, dobro 
sposobnost adsorpcije kordicepina. Prav tako so preučili različne faktorje ter njihov vpliv 
na adsorpcijo in desorpcijo kordicepina na smoli LSD-001. 
• Priprava osnovnega ekstrakta 
Trosnjak glive C. militaris so posušili na zraku in zdrobili. Prah glive C. militaris so 
raztopili v 40 % etanola in ekstrahirali v mikrovalovnem reaktorju. Ekstrakcijo so 
ponovili dvakrat. Oba ekstrakta so filtrirali, združili in kondenzirali pod znižanim tlakom. 
Hidriran ostanek so razredčili v destilirani vodi. Po filtriranju so dobili vzorčno raztopino 
s koncentracijo 0,04 g/mL surovega materiala [12]. 
• Kinetika adsorpcije na LSD-001 smoli  
 
Najprej so preverili kinetiko adsorpcije kordicepina na kationski izmenjalni smoli. 
Eksperiment so izvedli v erlenmajerici, kjer so zmešali smolo in raztopino kordicepina 
[12]. Rezultati so pokazali (graf 6), da se adsorpcijska sposobnost kordicepina hitro viša 
v prvih 120 min in se potem počasneje viša do 180 min od začetka eksperimenta, ko 




Graf 6: Količina adsorbiranega kordicepina glede na čas adsorpcije. [12]. 




• Adsorpcijske izoterme 
Adsorpcijski eksperiment je potekal z različnimi koncentracijami raztopine kordicepina, 
ki so jih zmešali s smolo LSD-001. Rezultati eksperimenta (graf 7) so pokazali, da se 
adsorpcijska kapaciteta močno poviša pri nižjih ravnotežnih koncentracijah (torej pri 
hranilnih raztopinah z nižjo vsebnostjo kordicepina). Adsorpcijsko ravnotežje je 
nastopilo, ko je bila koncentracija hranilne zmesi večja od 102 mg/L. Adsorpcijska 
kapaciteta smole za kordicepin se je povišala pri višji temperaturi. Zato lahko sklepamo, 
da je celoten proces adsorpcije endotermen, kar se tudi ujema s podatki iz literature [12]. 
• Desorpcija 
Glavni faktorji, ki vplivajo na desorpcijo so koncentracija NH3, količina etanola (%, v/v), 
čas desorpcije (h) in temperatura desorpcije (°C) [12]. 
Graf 7: Adsorpcije izoterme kordicepina na smoli pri različnih temperaturah. [12]. 
Graf 8: (a) desorpcijsko razmerje v odvisnosti od koncentracije NH3; (b) desorpcijsko 
razmerje v odvisnosti od pH. [12]. 




Desorpcijsko razmerje (graf 8) se je znatno povišalo, ko se je povišala koncentracija NH3 
iz 0,01 na 0,2 mol/L. Pri koncentraciji 0,2 mol/L NH3 se je tudi vzpostavilo ravnotežje, 
zato so uporabili to koncentracijo za izvedbo desorpcije [12]. 
Molekule kordicepina adsorbiranega na smoli imajo kationsko skupino NH3
+ in so zato 
lahko deionizirane in desorbirane z bazično osnovo. Zato so za desorpcijo uporabljali 
vodno raztopino amonijaka. Desorpcijsko razmerje se je višalo sorazmerno z višanjem 
pH vodne raztopine NH3, zato je bila optimalna vrednost pH vodne raztopine 14 (graf 8) 
[12]. 
 
Graf 9: (c) razmerje v odvisnosti od koncentracije etanola; (d) razmerje v odvisnosti od 
časa desorpcije; (e) razmerje v odvisnosti od temperature. [12]. 
 
Tudi razmerje etanola in vode v raztopini vpliva na desorpcijsko razmerje, zato so v 
raziskavi primerjali različna razmerja etanol-voda (30 %, 45 %, 60 %, 70 %, 90 %, v/v) 
(graf 9). Desorpcijsko razmerje se je znatno zvišalo, ko se je koncentracija etanola v 
raztopini poviša iz 30 % na 45 %, nad to koncentracijo pa je začelo razmerje nekoliko 
variirati. Najvišje desorpcijsko razmerje se je doseglo z 80-% raztopino etanola. 
Raztopina z 90-% koncentracijo etanola je imela namreč nižje desorpcijsko razmerje. 
Glavni razlog tega je šibka ionizacija NH4
+ v desorpcijski raztopini z 10-% H2O [12]. 
Desorpcijsko razmerje se je zvišalo sorazmerno s časom (graf 9). Vendar pa čas nima 
velikega vpliva na desorpcijsko razmerje, saj se je to v treh urah povišalo iz 72 % na 74 
% (graf 9). Najhitrejše povišanje desorpcijskega razmerja se je pojavilo v prvih dveh urah 
desorpcije, zato lahko predpostavimo dve uri kot optimalen čas desorpcije [12]. 
S povišanjem temperature iz 35 °C na 65 °C se je desorpcijsko razmerje znižalo iz 77 % 
na 60 % (graf 9). To je tudi pokazalo, da je desorpcijski proces eksotermen, kar se sklada 
z že prej dobljeno predpostavko, da je proces adsorpcije endotermen. Zato so kot 
temperaturo desorpcije izbrali 25°C [12].  




Pogoji za desorpcijo adsorbiranega kordicepina iz LSD-001 smole so bili: 0,2 mol/L NH3 
zmešan z mešanico etanol-voda (80:20, v/v), desorbiran 2 uri pri 25°C s pH 14 [12]. 
• Dinamična adsorpcija in desorpcija 
Smolo so pred dinamično adsorpcijo predhodno obdelali. Pri procesu adsorpcije so skozi 
kolono eluirali 30 BV raztopine vzorca (graf 10), saj je do tega volumna lahko smola 
adsorbirala praktično ves kordicepin v vzorcu. Po adsorpciji so s smolo napolnjeno 
kolono najprej sprali z destilirano vodo, čemur je sledila desorpcija. Volumen 
desorpcijske raztopine, ki je omogočil popolno desorpcijo kordicepina je znašal 24 BV 
(graf 10). Eluat se je skoncentriral in uparil v uparjalniku, da se je odstranil NH3 in etanol. 
Delež kordicepina v očiščenem ekstraktu, po enem ciklu dinamične adsorpcije in 
desorpcije, je bil 58-krat večji (144,6 proti 2,5 mg/g) od deleža v surovem ekstraktu glive 
C. militaris. Izkoristek postopka pa je znašal 85 % [12]. 
• Rezultati 
Langmuirjevo ter Freundlichovo enačbo (enačba 4 in 5) so uporabili  za opis ravnotežnega 
razmerja med koncentracijo kordicepina v napajalni raztopini in adsorbentom pri dani 
temperaturi. Korelacijski koeficienti obeh enačb so bili visoki. Korelacijski koeficienti 
Langmuirjeve enačbe (vrednosti so bile v intervalu 0,9915–0,9983) so bili višji od 
koeficientov Freundlichove enačbe (vrednosti so bile v intervalu 0,9695–0,9856) pri 
enakih temperaturah. To pomeni, da je Langmuirjeva izoterma bolj natančno opisala 
proces adsorpcije, iz česar lahko sklepamo, da kordicepin enoplastno prekrije smolo 
LSD-001 [12]. 
Graf 10: Koncentracija kordicepina v izstopni tekočini pri procesu adsorpcije (črna 
krivulja) in desorpcije (modra krivulja),  glede na količino vzorca/desorpcijske 
raztopine. [12]. 




3.4 Izolacija in čiščenje kordicepina s HPLC 
V študiji iz l. 2016 so Xiaofeng in sod. [21] iz glive Cordyceps militaris izolirali in očistili 
kordicepin s pomočjo HPLC. 
• Priprava vzorca 
Fermentacijsko brozgo glive Cordyceps so centrifugirali pri visoki hitrosti. Supernatant 
so nato vakuumsko koncentrirali. Potem so iz vzorca odstranili nečistoče z makroporno 
smolo HPD-100. Raztopino vzorca so eluirali s 25-% etanolom skozi smolo. Eluiran 
vzorec so koncentrirali in liofilizirali. Tako so pridobili surov ekstrakt kordicepina. Delež 
kordicepina v ekstraktu so preverili s HPLC (slika 4) [21]. 
• Preparativna HPLC 
Pred uporabo preparativne HPLC so surov ekstrakt vzorca raztopili v mobilni fazi, ki je 
bila mešanica metanol-voda (15:85, v/v). Pri tem so uporabili ultrasonične vibracije, da 
se je vzorec popolnoma raztopil [21]. 
 
Po opravljeni separaciji s HPLC so topilo iz frakcij s kordicepinom odstranili z 
liofilizacijo. Pri tem so nastali kristali z visoko vsebnostjo kordicepina [21].  
• Rezultati 
Čistost surovega vzorca kordicepina je znašala 12,1 % (slika 4), po čiščenju s HPLC pa 
99,6 % (slika 11). Metoda se je izkazala kot učinkovita in ima potencial za uporabo v 
industrijski proizvodnji [21]. 
Slika 4:(1) HPLC kromatogram očiščenega vzorca, (2) HPLC kromatogram surovega 
vzorca. [15]. 




3.5 Izolacija in čiščenje kordicepina s HSCCC 
3.5.1 Dvostopenjska separacija s HSCCC 
V študiji iz l. 2009 so Xiuyun in sod. [23] poročali o uspešni semi-preparativni ločitvi in 
čiščenju kordicepina iz surovega ekstrakta C. militaris z uporabo dveh različnih sistemov 
topil s HSCCC. 
• Priprava surovega ekstrakta: 
Posušene trosnjake C. militaris so zdrobili in ekstrahirali z destilirano vodo z 
ultrazvokom. Postopek ekstrakcije so ponovili trikrat. Filtrate so združili in skoncentrirali 
z vakuumsko destilacijo. Tako so dobili surov ekstrakt, ki so ga shranili v hladilnik za 
poznejšo HSCCC separacijo [23]. 
• Priprava dvofaznega sistema topil in mešanice vzorca 
Izolacijo kordicepina so izvedli z dvostopenjsko HSCCC metodo, z dvema različnima 
dvofaznima sistemoma topil. Prvi topilni sistem je bil mešanica etil acetat—1-butanol—
voda (3:2:5, v/v/v), drugi pa mešanica triklorometan—metanol—1-butanol—voda 
(2:1:0,25:1, v/v/v/v). Mešanice so pripravili v liju ločniku. Zgornjo vodno fazo so 
uporabili kot stacionarno fazo, spodnjo organsko fazo pa kot mobilno fazo [23].  
Najprej so raztopili surov ekstrakt v obeh fazah prve mešanice topil in izvedli HSCCC 
metodo. Posušen vrh frakcije kordicepina iz prvega dela HSCCC separacije, so raztopili 
v obeh fazah drugega sistema topil, ter ponovili postopek s HSCCC in tako dobili končen 
produkt [23]. 
• Rezultati 
Za uspešno separacijo ciljne komponente s HSCCC je potrebno najdi ustrezen dvofazen 
topilni sistem, ki zagotavlja idealno območje porazdelitvenega koeficienta za izbran 
material [23].  
Za separacijo surovega ekstrakta glive C. militaris s HSCCC so kot najbolj optimalen 
sistem topil izbrali mešanico etil acetat—1-butanol—voda (3:2:5, v/v/v). Vsaka frakcija 
je bila analizirana s HPCL. Ciljna frakcija se je eluirala z retencijskim časom 1,9 do 2,5 
h s 85-% čistočo. Za nadaljnje izboljšanje čistosti kordicepina, se je pri drugem koraku 
separacije s HSCCC uporabil sistem topil triklorometan—metanol—1-butanol—voda 
(2:1:0,25:1, v/v/v/v). Ciljna frakcija je eluirala z retencijskim časom 6 do 7,5 h in 98-% 
čistočo. Izkoristek celotnega postopka je znašal 80 % [23]. 




3.5.2 Separacija s HSCCC in kationsko izmenjevalno smolo 
V študiji iz l. 2011 so Huichun in sod. [24] izolirali kordicepin iz glive C. militaris s 
kationsko izmenjevalno smolo 732. Izoliran kordicepin so očistili s HSCCC. Poleg tega 
so tudi analizirali več različnih topilnih sistemov. 
• Priprava surovega vzorca 
Zmlet C. militaris so skupaj s 75 % etanolom vodili v rektifikacijsko kolono. Šaržna 
rektifikacija je potekala pri 60 °C pod znižanim tlakom, dokler etanol ni izparil. 
Destilacijski ostanek so raztopili v vodi in mu dodali vodno raztopino HCL. Raztopino 
so nato natočili v stekleno kolono, s kationsko izmenjevalno smolo 732. Potem so dodali 
vodno raztopino amonijaka, da se je ciljna spojina eluirala. Eluat so zbrali in uparili pri 
60 °C pod znižanim tlakom [24]. 
• Priprava dvofaznega sistema topil in raztopine vzorca 
 
Slika 5: (A) HPLC kromatogram surovega ekstrakta; (B) HPLC kromatogram vzorca po 
čiščenju s kationsko izmenjalno smolo 732. [24]. 
Slika 6: Vrhovi frakcij pridobljeni s HSCCC metodo; vrh c: kordicepin. [24]. 




Analizirali so več sistemov topil, in sicer: n-heksan–etil acetat–metanol–voda, etil 
acetat–metanol–voda in n-heksan–n-butanol–metanol–voda pri različnih volumskih 
razmerjih [24]. 
Raztopino vzorca so pripravili z raztapljanjem surovega vzorca v spodnji fazi sistema 
topil. Po izvedbi HSCCC metode so vrh frakcije, ki je predstavljal kordicepin (slika 6), 
uparili pod znižanim tlakom [24]. 
• Rezultati  
Surov ekstrakt in vzorec po očiščenju s kationsko izmenjevalno smolo so analizirali s 
HPLC (slika 5). Čistost se je vzorcu, ki so ga očistili s kationsko izmenjevalno smolo, 
zvišala iz 29 % na 45 % [24]. 
Pomembno vlogo pri separaciji s HSCCC ima izbira optimalnega dvofaznega sistema 
topil. Za najboljšo se je izkazala mešanica n-heksan–n-butanol–metanol–voda 
(23:80:30:155, v/v/v/v). HSCCC separacija je proizvedla štiri vrhe frakcij (slika 6): A, B, 
C, D. Analiza vrha C (kordicepin) s HPLC, je pokazala 99-% čistost kordicepina (slika 
7). S HSCCC separacijo so pridobili 64,8 mg kordicepina iz 216,2 mg surovega vzorca. 




Slika 7: HPLC kromatogram po čiščenju s HSCCC. [24]. 




3.5.3 HSCCC metoda z reciklom 
V študiji iz l. 2016 so Zhang in sod. [18] opisali dvostopenjsko izolacijo kordicepina, 
adenozina in HEA iz C. militaris. V prvi fazi je potekala separacija že prej omenjenih 
spojin iz trosnjaka C. militaris z makroporno smolno adsorpcijo. V drugi fazi pa je 
nastopilo čiščenje spojin s HSCCC z reciklom. 
HSCCC z reciklom se od navadne HSCCC razlikuje po tem, da vodi raztopino, ki zapušča 
kolono, nazaj na začetek kolone. Prednosti tega so izboljšanje separacijske efektivnosti 
in sposobnost ločevanja spojin, ki imajo podobno strukturo (npr.: HEA in adenozin), in 
jih ni mogoče ločiti v enem ciklu separacije. Z reciklom se tudi podaljša dolžina kolone 
in tudi prepreči, da bi prišlo do povišanega tlaka znotraj kolone. Poleg tega pa se tudi 
zmanjša poraba topila, saj med postopkom ni treba dodajati svežega topila [18]. 
N6-(2-hidroksietil)-adenozin (angl. N6-(2-hydroxyethyl)-adenosine, HEA) je derivat 
nukleozida adenozina. Ima sposobnost inhibicije proliferacije tumorskih celic in ščiti 
možgane. Kot analgetik HEA ni zasvojljiv. Sposoben se je povezati s HSA (humani 
serumski albumin) in tvoriti kompleks HSA-HEA pri sobni temperaturi [18]. 
• Priprava surovega vzorca 
Posušen in zmlet trosnjak C. militaris so raztopili v vreli vodi. Po ohladitvi na sobno 
temperaturo, so raztopino centrifugirali in skoncentrirali, nastalo oborino pa  odfiltrirali. 
V supernatant so dodali makroporno smolo NKA-II in ju mešali 12 ur pri 25 °C. Ko so 
dosegli adsorpcijsko ravnotežje, so makroporno smolo NKA-II sprali z vodo, da so 
odstranili neadsorbirane spojine. Pri desorpciji so uporabili vodno raztopino etanola, ki 
so jo skupaj s smolo mešali 9 ur pri 25 °C. Desorbirano raztopino so po desorpciji uparili, 















• Vplivi na adsorpcijo in desorpcijo 
Za hkratno adsorpcijo kordicepina, adenozina in HEA, je zelo primerna smola NKA-II, 
saj lahko adsorbira 3,8 mg kordicepina, 4,7 mg HEA in 4,7 mg adenozina na g smole. 
Količina adsorbirane snovi na adsorpcijski smoli se sčasoma povečuje, dokler ne nastopi 
adsorpcijsko ravnotežje. Ravnotežje na smoli NKA-II je nastopilo po 12. urah adsorpcije 




Vodne raztopine etanola imajo dobre desorpcije sposobnosti na smoli NKA-II. Optimalna 
je 50-% raztopina etanola v vodi, saj se z višanjem koncentracije etanola začnejo 
desorpcijske sposobnosti raztopine slabšati. Optimalno razmerje med maso smole in 
volumnom raztopine etanola je 1:15 (g/mL), ravnotežje pa se vzpostavi po 9. urah 





Slika 8: Optimizacija pogojev za adsorpcijo in desorpcijo: (A) največja adsorbirana 
količina; (B) čas adsorpcijskega ravnotežja; (C) koncentracija etanola pri desorpciji; (D) 
volumen etanola pri desorpciji; (E) čas desorpcije. [18]. 





Tabela 2: Primerjava topil. [18]. 
Topilo Porazdelitveni koeficient (K) Separacijski 
faktor (α) 
HEA adenozin kordicepin α1 α2 
Etil acetat—etanol—voda (5:2:5, v/v/v) 0,15 0,21 0,34 1,40 1,62 
Etil acetat—etanol—voda (5:3:5, v/v/v) 0,67 0,76 0,90 1,13 1,18 
Etil acetat—n-butanol—voda (2:3:5, 
v/v/v) 
0,37 0,45 0,78 1,21 1,73 
Etil acetat—n-butanol—voda (2:4:5, 
v/v/v) 
0,45 0,53 0,92 1,18 1,74 
Etil acetat—n-butanol—voda (1:4:5, 
v/v/v) 
0,46 0,56 0,98 1,22 1,75 
Etil acetat—n-butanol—1.5% vodna 
raz. amonijevega hidroksida(1:4:5, 
v/v/v) 
0,50 0,62 1,20 1,24 1,94 
Etil acetat—n-butanol—1% vodna raz. 
amonijevega sulfata (1:4:5, v/v/v) 
0,54 0,66 1,25 1,22 1,89 
Etil acetat—n-butanol—10% vodna 
raz. amonijevega sulfata (1:4:5, v/v/v) 
0,88 0,93 2,55 1,06 2,74 
n-Butanol—etanol—10 % vodna raz. 
amonijevega sulfata (5:1:5, v/v/v) 
0,82 0,94 2,19 1,15 2,33 
n-Butanol-—etanol—50% vodna raz. 
amonijevega sulfata (1:1:2, v/v/v) 
2,29 2,58 6,28 0,22 2,43 
 
Glede na to, da so nukleozidi sestavljeni iz polarnih komponent, so analizirali različne 
tipe polarnih topilnih sistemov (tabela 2). Kot neprimerni topilni sistemi so se izkazale 
mešanice etil acetat—etanol—voda, saj so imeli nukleozidi prenizke vrednosti 
koeficienta K (enačba 6). Kot bolj primerni sistemi so se izkazale mešanice etil acetat—
n-butanol—voda, vendar pa sta bili vrednosti K in α (enačba 7) za HEA prenizki (K < 
0,5; α < 1,5). Za izboljšanje topnost treh nukleozidov v zgornji fazi, so v topilne sisteme 
dodali soli (amonijev hidroksid in amonijev sulfat). Kot neprimeren se je izkazal n-
butanol—etanol—50 % vodna raz. amonijevega sulfata, saj so bile vrednosti koeficienta 
K previsoke. Pri etil acetat—n-butanol—10 % vodna raztopina amonijevega sulfata 




(1:4:5, v/v/v) in etil acetat—n-butanol—10 % vodna raztopina amonijevega sulfata 
(5:1:5, v/v/v) pa je v frakcijah ostala prevelika količina dodanih soli. Glede na podatke 
(tabela 1), so zato kot optimalen topilni sistem za separacijo vseh treh komponent izbrali 
mešanico etil acetat—n-butanol—1,5 % vodna raztopina amonijevega hidroksida (1:4:5, 
v/v/v) [18]. 
• HSCCC separacija 
Ravnotežje topilnega sistema so vzpostavili v liju ločniku. Zgornjo in spodnjo fazo so 
razplinili z ultrazvokom, 30 min pred uporabo. Raztopino vzorca so pripravili z 
raztapljanjem surovega vzorca v spodnji fazi topilnega sistema [18]. 
• Rezultati in zaključek 
Kordicepin se je lahko izoliral že po prvem ciklu HSSSC z reciklom, ne glede na izbrani 
dvofazni topilni sistem, medtem ko je bilo za separacijo adenozina in HEA potrebnih več 
ciklov vračanja odtoka na začetek kolone (slika 9) [18]. 
Vsebnost kordicepina, HEA in adenozina v raztopini, se je po postopku desorpcije in 
adsorpcije na makroporni smoli NKA-II, povišala iz 0,1 % , 0,1 % in 0,2 % na 3,4 % , 
3,7 % in 4,9 %. Izkoristek je znašal 95 %, 94 % in 95 % [18]. 
Iz 500 mg surovega vzorca je bilo s HSCCC metodo pridobljenih 15,6 mg kordicepina, 
16,9 mg HEA in 23,2 mg adenozina. Izkoristek HSCCC metode je za kordicepin, HEA 
in adenozin znašal 99 %, 99 % in 98 %. Čistost kordicepina, HEA in adenozina pa je 
znašala 98,5 %, 98 % in 98 %. Vzorce so analizirali s HPLC in NMR [18]. 
  
Slika 9: Separacija (A) kordicepina, (B) HEA in (C) adenozina s HSCCC z reciklom. 
[18]. 




4 Zaključek  
Do danes je bilo dokazano, da ima kordicepin številne farmakološke sposobnosti, kot so 
protitumorske, protivirusne in protivnetne sposobnosti. Za razvoj novih načinov aplikacij 
kordicepina v zdravstvu, je potrebno zagotoviti velike količine čistega kordicepina. 
Vendar pa je za zdaj znanih oziroma razvitih zelo malo tehnik, ki bi omogočale 
komercialno izvedljive postopke izolacije, in čiščenja kordicepina. Cilj diplomske naloge 
je bil podrobno spoznati različne separacijske procese, ki bi omogočili učinkovito 
separacijo kordicepina iz glive Cordyceps militaris. 
V diplomski nalogi sem opisal tri načine izolacije kordicepina s pomočjo HSCCC. Načini 
so se razlikovali v pripravi vzorca ter pri uporabi različnih sistemov topil. Vsi trije 
postopki so se izkazali kot učinkoviti, saj je čistost končnega produkta vedno presegala 
98,0 %. Kot učinkovita metoda se je izkazala tudi HPLC. Izkoristek te je znašal 99,6 %. 
Poleg kromatografskih tehnik so bili opisani tudi preprostejši oziroma cenejši procesi 
separacije. Mednje spadajo kristalizacija, ultrazvočna ekstrakcija in adsorpcija s 
kationsko izmenjevalno smolo. Proces s kristalizacijo se je izkazal kot preprost in 
učinkovit. Čistost končnega produkta je namreč znašala okoli 80 %. Ultrazvočna 
ekstrakcija se je izkazala kot  učinkovitejša od navadne ekstrakcije. Izkoristek ekstrakcije 
je po eni uri znašal 87 % (pri navadni ekstrakciji je izkoristek po eni uri znašal le 21 %), 
poleg tega pa so bile porabe topila manjše kot pri navadni ekstrakciji. Kationska 
izmenjevalna smola LSD-001 je pokazala dobro sposobnost adsorpcije kordicepina. 
Izkoristek postopka je znašal 85 %, delež kordicepina v očiščenem ekstraktu pa je znašal 
1446 mg/g. Metoda se je izkazala kot cenovno ugodna in enostavna za uporabo pri 
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